


















VPLIV POGOJEV GOJENJA BAKTERIJ VRSTE 
Escherichia coli V KONTINUIRNEM BIOPROCESU 









































VPLIV POGOJEV GOJENJA BAKTERIJ VRSTE Escherichia coli V 
KONTINUIRNEM BIOPROCESU NA NASTAJANJE 
BAKTERIOFAGOV Z LIZOGENIM CIKLOM 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
EFFECT OF ENVIRONMENTAL CONDITIONS ON GROWTH OF 
BACTERIAL SPECIES Escherichia coli IN CONTINUOUS 
BIOPROCESS AND PRODUCTION OF BACTERIOPHAGES WITH 
LYSOGENIC CYCLE 
 
M. SC. THESIS 
















Pevec P. Vpliv pogojev gojenja bakterij vrste Escherichia coli ... bakteriofagov z lizogenim ciklom.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa druge stopnje 
Biotehnologija. Delo je bilo opravljeno na Katedri za materiale in polimerno inženirstvo 
(FKKT). 
  








Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član: prof. dr. Aleš PODGORNIK 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
 
Član: doc. dr. Iztok DOGŠA 
















Pevec P. Vpliv pogojev gojenja bakterij vrste Escherichia coli ... bakteriofagov z lizogenim ciklom.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 




KG bakteriofag, lizogenija, kemostat, bakterije, preklop 
AV PEVEC, Polona, dipl. bioteh. (UN) 
SA PODGORNIK, Aleš (mentor)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Magistrski 
študijski program druge stopnje Biotehnologija 
LI 2020  
IN VPLIV POGOJEV GOJENJA BAKTERIJ VRSTE Escherichia coli V 
KONTINUIRNEM BIOPROCESU NA NASTAJANJE BAKTERIOFAGOV Z 
LIZOGENIM CIKLOM 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP IX, 42 str., 6 pregl., 24 sl., 39 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Bakteriofag λ je temperatni bakteriofag, kar pomeni, da lahko izbira med dvema 
različnima strategijama razmnoževanja, litičnim in lizogenim ciklom. Med našim 
delom smo opazovali, kako se bakteriofag prilagaja na spremembo količine hranil 
in temperature ter kako vpliva prisotnost bakteriofaga na njegovega gostitelja. 
Osnovne parametre gojenja smo testirali šaržno ter s pomočjo eno ter 
dvostopenjskega miniaturnega bioreaktorskega sistema z bakterijo E. coli. 
Okarakterizirali smo gostitelja in revitalizirali liofiliziran bakteriofag, ob 
spreminjanju pogojev smo določili specifiko rasti kulture in preverili delovanje 
bakteriofaga. Statistično in grafično smo analizirali podatke in identificirali rastne 
parametre gostitelja. Vpliv temperature na bakteriofag in gostitelja smo preverili s 
serijo šaržnih eksperimentov pri različnih temperaturah. Povišanje temperature je v 
testiranem območju pozitivno vplivalo na rast bakterijske kulture, rast 
bakteriofagov je bila sorazmerno pogojena z rastjo gostitelja, rast (μmax) je bila 
mnogo počasnejša v primerjavi z eksperimenti, kjer bakteriofag ni bil dodan v 
sistem. Raziskave v mejnem območju limitnega dejavnika in preklop med dvema 
cikloma smo izvajali preko omejevanja pretoka hranil skozi sistem. Ugotovili smo, 
da ima spreminjanje temperature mnogo večji vpliv na rasti gostitelja, kot 
uravnavanje pretoka in posledično večji vpliv na rast bakteriofagov. Da bi ustvarili 
zanesljiv model napovedi preklopa razmnoževalnega cikla, bi bilo treba izvesti še 
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LA sl 
AL sl/en 
AB λ is a temperate bacteriophage, that means that it can interchangeably choose 
between any of two lifecycle strategies lysogeny or lysis. Through our reaserch, we 
observed how the bacteriophage adapts to changes in nutrients availability and 
temperature, and how the presence of the bacteriophage affects its host. The basic 
culture parameters were tested in batches and later with the help of one- and two-
stage miniature chemostat bioreactor systems with E. coli. We characterized the 
host and revitalized the lyophilized bacteriophage, determined the specificity of 
culture growth and checked the activity of the bacteriophage. Statistical and 
graphical analysis of the data was performed and the growth parameters of the host 
identified. The effect of temperature on the bacteriophage and the host was tested in 
a series of batch experiments at different temperatures. The increase in temperature 
in the tested area had a positive effect on bacterial culture growth, bacteriophage 
growth was proportional to host growth, μmax was much slower compared to 
experiments where bacteriophage was not added to the system. Research of the 
limiting factors of switching between the two cycles was performed by restricting 
the flow of nutrients through the system. We found that temperature change has a 
much greater impact on host growth than flow regulation and consequently a 
greater impact on bacteriophage growth. In order to create a reliable predictive 
model for the switching of the reproductive cycle, many more successful 
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1 UVOD 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA 
V času raziskovalnega dela smo z gojenjem bakteriofagov z lizogenim ciklom preučevali 
specifiko njihovega razmnoževanja. Bakteriofagi so bakterijski virusi, torej izkoriščajo 
svojega gostitelja za razmnoževanje in se sami od sebe ne morejo razmnoževati. Kljub 
temu so ti organizmi za namen razmnoževanja razvili različne strategije, ki jim omogočajo 
kar najboljšo prilagoditev na razmere in s tem večji evolucijski uspeh. Bakteriofag λ je 
temperatni bakteriofag, kar pomeni, da lahko izbira med dvema različnima strategijama 
razmnoževanja, med litičnim ter lizogenim ciklom. 
 
Med opravljanjem eksperimentov smo opazovali, kako se bakteriofag prilagaja na 
spremembo količine hranil, temperature in kakšna je odvisnost med bakteriofagom in 
njegovim gostiteljem, bakterijo Escherichia coli. Želeli smo raziskati mejno območje 
limitnega dejavnika, ki povzroči preklop med dvema cikloma.  
 
Naše hipoteze so:  
 V kontinuirnem enostopenjskem sistemu je mogoče za različne pogoje rastnih 
parametrov vzpostaviti stacionarno stanje kulture E. coli. 
 V kontinuirnem dvostopenjskem miniaturnem sistemu je mogoče vzpostaviti 
stacionarno stanje z bakterijo in izbranim lizogenim bakteriofagom. 
 Z ustreznim spreminjanjem pogojev v kontinuirnem dvostopenjskem miniaturnem 
sistemu je mogoče usmeriti razvojni cikel bakteriofagov bodisi v lizogenijo bodisi 
v litični cikel. 
2 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi so virusi, ki za svoje razmnoževanje izkoriščajo bakterijske celice. Sodijo 
med najštevilčnejše organizme na planetu in predstavljajo enega izmed ključnih 
dejavnikov pri kroženju ogljika. S 1028 infekcij dnevno pripomorejo k 50 % smrti bakterij 
v morskih ekosistemih ter pri tem v okolje sprostijo 10 ton organskega ogljika dnevno 
(Warwick-Dugdale in sod., 2019). V zadnjih desetletjih, zaradi okužb s proti antibiotike 
odpornimi bakterijami, bakteriofagne terapije, kot oblika zdravljenja ponovno pridobivajo 
veljavo. Uspešne klinične študije I in II faze so pokazale učinkovitost pri zdravljenju 
kroničnih bakterijskih okužb s Pseudomanas aeruginosa, rezistentno na antibiotično 
zdravljenje (Wright in sod., 2009). Kljub temu ostajajo na področju nerazjasnjena 
vprašanja in številne omejitve zdravljenja, s katerimi se bo v prihodnosti treba spoprijeti, 
če si želimo uvesti bakteriofagno zdravljenje v klinično uporabo. 
Osnovna taksonomska razvrstitev bakteriofagov, po smernicah ICTV (angl. International 
Comittee on Taxonomy of Viruses) (ICTV, 2020), je zgodovinsko temeljila na ločevanju 
glede na osnovne skupne lastnosti s podskupinami virusov, ki imajo dodatne podobne 
karakteristike, vendar v zadnjih izdajah ključna za določanje taksonov postaja primerjava 
sekvenčnih podatkov in molekulska sestava virusnega genoma (Adriaenssens in Rodney 
Brister, 2017; Lefkowitz in sod., 2018). Znotraj ICTV delujejo posamezne podskupine, za 
bakteriofage in njihovo klasifikacijo je odgovorna BAVS (angl. Bacterial and Archaeal 
Viruses Subcommittee). Leta 2015 je ta bakteriofage razdelila med 14 poddružin, 204 
rodov in 873 vrst, ki se strukturno precej razlikujejo (Adriaenssens in Rodney Brister, 
2017). 
O bakteriofagih sta leta 1915 in 1917, neodvisno pisala Frederik Twot in Felix D`Herelle. 
Slednji je svoje »taches vierges« oziroma deviške plake opazil naključno med svojim 
raziskovanjem, ti so nastali na površini petrijevk, v katerih je gojil bakterijske kulture. Do 
leta 1916 njihove vloge ni znal razložiti. V tem letu je med konjenico izbruhnila epidemija 
griže. D`Herelle je bil naprošen, da preuči izbruh in pregleda vzorce blata obolelih ter poda 
mnenje o resnosti bolezni. Poleg tega, da je odkril, da je bolezen bolj virulentna, je znova 
opazil tudi svoje »taches vierges«. Ti so se pojavili zgolj pri pacientih, ki se jim je 
zdravstveno stanje izboljšalo. Leta 1917 je objavil prvi članek o bakteriofagih v katerem je 
omenil, da je izoliral »neviden mikrob«, antagonista bakterije Shigella dysenteriae, kar ni 
bilo revolucionarno zgolj zaradi tega, ker je odkritje napovedovalo novo zdravljenje, 
temveč tudi, ker so bile bakterije do takrat najmanjši znani organizmi (Kuchment, 2012).  
Za tem je pomembnejšo vlogo pri raziskovanju fagov imela skupina znanstvenikov, ki se je 
zbrala pod okriljem Maxa Delbrucka in Salvadorja Laurija in je delovala med leti 1945 in 
1960. Verjeli so, da so bakteriofagi biološki ekvivalent vodikovemu atomu v kemijskem 
3 
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okolju, najpreprostejša in najmanjša oblika življenja, in so, kot taki nudili idealno orodje, 
za preučevanje genov. Njihovo delo je bilo ključno za razvoj področja molekularne 
biologije. Nemški razvoj elektronskega mikroskopa leta 1940, jim je prvič omogočil 
opazovanje bakteriofagov. Opazovalci so jih primerjali s paglavci, ki so bili vezani na 
površino bakterijskih celic. V začetku petdesetih let so raziskovalci že vedeli, da so 
bakteriofagi sestavljeni iz proteinskega plašča, glave, ki vsebuje DNA in repa, s katerim se 
pripenjajo na površino bakterij (Slika 1) (Kuchment, 2012). Še vedno pa ni bilo jasno, če je 
nosilec genov protein ali DNA. Leta 1952 sta Al Hershey in Martha Chase označila fagno 
DNA in virusni beljakovinski plašč z različnimi radioaktivnimi značkami in gojila fage 
skupaj z E. coli ter jih za tem centrifugirala, da so se težje bakterije ločile od lažjih 
bakteriofagov. Za tem sta bakterijske in fagne delce testirala za radioaktivnost. Ugotovila 
sta, da je večina fagne DNA vstopila v bakterije, večina beljakovin pa je ostala zunaj. To je 
bil dokaz, da je DNA in ne protein, nosilec genetske informacije, spoznanje, ki je vodilo 




Slika 1: Bakteriofag lambda 
Kljub temu da so bili bakteriofagi od njihovega odkritja uporabljani pri zdravljenju se na 
področju pojavlja vrsta nerazjasnjenih vprašanj. Problem terapij s bakteriofagi je v prvi 
vrsti izločanje bakteriofagov ob vstopu v krvožilni sistem s strani vranice in jeter, čemur se 
lahko izognemo z uporabo dolgo cirkulirajočih fagov lambda (Mamane in sod., 1998). Ob 
pogosti uporabi fagnega zdravljenja je le to lahko močno oslabljeno zaradi nevtralizacije s 
strani protiteles. Poleg tega je zaradi velikosti fagov v primerjavi z antibiotiki otežen 
prehod in dostopnost fagov do prizadetih tkiv, težavo predstavlja tudi ozka specifičnost 
bakteriofagov, ki je ob enem tudi prednost, saj je na ta način minimalno prizadeta naravna 
mikroflora bolnika. Problem predstavlja tudi hiter pojav odpornosti bakterije na posamezen 
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fag, ki se ji lahko izognemo z uporabo različnih tehnologij (Yosef in sod., 2014). Prav tako 
je izolacija novega, odpornega faga hitrejša in cenejša, kot sinteza novega antibiotika 
(Kuchment, 2012). Prednost uporabe fagnih produktov predstavlja večja prepustnost 
očiščene komponente v primerjavi s celotnim fagom, zmanjšana prepoznavnost s strani 
organov pacienta ter dejstvo, da so se ti med evolucijo razvijali skupaj s tarčo (bakterijsko 
celično steno), kar v primerjavi z umetno sintetiziranimi ali drugimi naravnimi produkti 
predstavlja prednost (Yosef in sod., 2014).  
Da se bakteriofag podvoji, potrebuje gostiteljsko celico, ki sintetizira vse komponente 
novega faga. Zaradi biosintetskih in energetskih potreb se v mrtvem gostitelju ne 
razmnožuje. Zaradi značilnega hitrega spreminjanja števila dostopnih gostiteljev ter 
stresnih dejavnikov v okolici se pri bakteriofagih, kot odgovor pojavlja prilagoditev 
reprodukcijskega cikla. Fagi imajo na izbiro bodisi lizogen bodisi litični cikel reprodukcije 
(Slika 2). Lizogenija fagu omogoča, da ostane ob integraciji v gostiteljev genom 
dormanten, tvori se profag (Blotnick in sod., 2018). 
 
Slika 2: Izbira med litičnim in lizogenim ciklom. S črno zanko je predstavljena bakterijska DNA, z rumeno 
je predstavljen fagni genom, kvadrat na sredini predstavlja »black box« odločanja za enega izmed ciklov. 
Profag po integraciji v genom bakteriofag ni zgolj pasiven potnik, ampak s svojim 
genomom prispeva k povečani prilagodljivosti gostitelja na spremenjene razmere preko 
povečanja metabolne prilagodljivosti, produkcije toksinov in antibiotikov ter imunitete do 
drugih podobnih virusov (Warwick-Dugdale in sod., 2019). S svojimi naravnimi gostitelji, 
bakterijami, fagi tvorijo kompleksne interakcije in z izražanjem virusnih genov ugodno 
vplivajo na lastno reprodukcijo, ohranjanje biogeokemijskega ravnovesja in v neugodnih 
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razmerah pozitivno vplivajo na gostiteljevo preživetje (Warwick-Dugdale in sod., 2019). 
Pri tem si pomagajo s podpornimi metabolnimi geni oz. AMG (angl. Auxiliary metabolic 
genes), ki v veliko primerih predstavljajo evolucijske ostanke bakteriofagnih okužb 
gostiteljev.  
Gostitelj z lizogenim fagom v vsaki novi kopiji vsebuje integriran profag, kar fagu 
omogoča nemoteno razmnoževanje, brez izpostavljanja neugodnim vplivom okolice. 
Sprememba pogojev v okolici gostitelja, ki jo fag zazna preko regulatornih proteinov 
(Durante-Rodríguez in sod., 2016), privede do indukcije faga in vzpostavitve litičnega 
cikla. Fagna DNA se izreže iz bakterijskega genoma, začne se prepisovanje genov in 
sinteza proteinov plašča, ko se ustvarijo vse fagne komponente se sestavijo novi fagi. 
Nabiranje bakteriofagov v bakterijski celici vodi v celično lizo in v sprostitev novih, 
prostih fagov, ki nadalje okužijo celice (Blotnick in sod., 2018). Od 28 do 71 % 
bakterijskih izolatov v morjih vsebuje inducibilne profage, ki so značilni za lizogeni cikel 
razmnoževanja, ki omogoča integracijo virusa v gostiteljski genom brez lize celic 
(Warwick-Dugdale in sod., 2019).  
Prednost lizogenega cikla je tudi, da ta omogoča vnos želene DNA v bakterijsko celico. 
Skupina izraelskih raziskovalcev je izkoristila to sposobnost temperatnih bakteriofagov za 
povrnitev občutljivosti bakterijskih celic na antibiotike. Vstavljeni geni, ki so bakterijam 
povrnili občutljivost, so bili vstavljeni skupaj z genom za odpornost na toksičen telurit in 
na podlagi odpornosti selekcionirani v naslednjem koraku. Aplikacija bakteriofagov 
povrne občutljivost na antibiotike naravno prisotni mikroflori, z antibiotiki nato povečamo 
selekcijski pritisk na prisotne rezistentne organizme in zmanjša število novih pojavov 
odpornosti, saj so ekološke niše zasedene z na antibiotike občutljivimi mikroorganizmi 
(Edgar in sod., 2012). 
2.2 BAKTERIOFAG λ 
Bakteriofag λ, ki spada v red Caudovirales, družino Sphoviridae in rod Lambdavirus 
(ICTV, 2020), je bakteriofag, ki za produkcijo lastnega genoma izkoristi ekspresijski 
sistem E. coli. Njegova bakteriofagna DNA je sestavljena iz 48,502 baznih parov 
(NC_001416.1) (NCBI, 1993) in predstavlja odličen model za vpogled v osnovne principe 
genske regulacije. Preko študija odnosov med bakteriofagom in gostiteljem pridobivamo 
tudi znanje o mikrobni ekologiji bioloških sistemov, med drugim človeškega (Hurwitz in 
sod., 2018). Fag λ sestavljata ikozoedrična glava, ki vsebuje dvojno vijačno virusno DNA 
in rep, ki ga virus uporablja za prenos le te v gostitelja (Slika 1). 
2.1.2 Genetsko ozadje preklopa med lizogenijo in litičnim ciklom 
Med litičnim ciklom se v gostiteljski celici producirajo novi bakteriofagi, kar vodi v lizo 
gostitelja in infekcijo bližnje celic. Fag vbrizga DNA v bakterijo v linearni obliki, ta pa se 
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v celici ciklizira z združevanjem homolognih koncev in encimom ligazo. Lizogeni cikel 
poteče, ko se fagna DNA vgradi v gostiteljev genom. Potečeta dva ločena dogodka, 
rekombinacija bakterijskega kromosoma za integracijo fagne DNA v bakterijski genom ter 
produkcija represorja s strani faga, ki se veže na fagno DNA in ustavi sintezo litičnih 
genov. Nastali fag se imenuje profag, gostitelj pa lizogena bakterija. Temperatni cikel je 
oblika življenjskega cikla, ki virusu omogoča, da se v gostitelju nahaja v katerem koli od 
obeh stanj (Vohradsky, 2017).  
Izbira litičnega ali lizogenega cikla je posledica številnih okoljskih dejavnikov. V zgodnjih 
fazah transkripcije fagne DNA se RNA polimeraza veže na dva izmed promotorjev na 
lambdinem kromosomu, PL in PR, ter začne s transkripcijo levo od PL, kjer se prepiše N 
(Gene ID: 2703540) ter desno od PR, kjer prepiše cro (GeneID: 2703467). Polimeraza 
aktivira gene levo od N, vključno s cIII (Gene ID: 3827056) in rekombinacijske gene ter 
gene desno od cro, vključno s cII (Gene ID: 2703494) in replikacijske gene, na tej točki se 
pot preusmeri bodisi v en bodisi v drug cikel (Vohradsky, 2017).  
––  
Slika 3: Izražanje genov povezanih z lizogenim ciklom (a). Posamezni bakteriofagni geni so označeni s 
pravokotniki, promotorji s krogci, puščice nakazujejo smer prepisovanja, pike predstavljajo terminatorje. 
Aktivni promotorji so označeni z modro barvo, neaktivni so prazni. Pomembna vezavna mesta fagnih 
genskih produktov so dopisana, nanje so vezani represorji. Bakterijska DNA je predstavljena z belim trakom, 
na katerem so v barvah označeni posamezni geni. Bakteriofagni proteini so označeni s kroglicami, bakterijski 
pa z drugimi geometrijskimi telesi, večimoma s kvadri v barvah genov. Predstavljene so tudi proteinske 
interakcije (cI-cII, cI dimeri, RecBCD – gam, mazF – RecA ter mazE – clpPA). Bakteriofagni proteini: cI – 
modra, cII – svetlo zelena, cIII – redeča, rexB – rumena, gam – oranžna, xis in int – roza. Bakterijski 
proteini: mazE – temno modra, mazF – svetlo modra, recA - vijolična, recB – redeča, recC – rumena, recD – 
zelena, clPA - rjava.  
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Odločitev, kateri cikel poteče, je odvisna od odnosa med dvema genskima produktoma, 
Cro in cI, govorimo tudi o cI/Cro bistabilnim genetskem stikalu. Molekuli aktivirata lastne 
cikle in se medsebojno represirata. Prevlada posamezne molekule je odvisna od 
koncentracije molekule cII v okolici. Če je protein cII prisoten nad kritičnim pragom se bo 
prepisovala molekula cI, ki bo v pozitivni zanki vzpodbujajo prepisovanje genov 
povezanih z lizogenijo (cI, cII, cIII, rexA, rexB), preko aktivacije pRM promotorja. Protein 
cII aktivira paQ promotor, ki inhibira produkcijo proteina Q, ki je aktivator poznih litičnih 
genov. Represira transkripcijo molekul N in Cro, preko represije promotorjev PR in PL, z 
vezavo cI na OL1 in OR1 (Slika 3). Ta pozitivna avtoregulacija omogoča odziv na poškodbe 
celične DNA, ki bi nastale zaradi avtoprotolize molekule cI, s strani gostiteljskega proteina 
RecA. Ko cI doseže pražno koncentracijo, zmanjšuje izražanje genov povezanih z litičnim 
ciklom in vzpostavi lizogenijo. Povečana koncentracija cI vodi v znižanje izražanja same 
sebe z vezavo na OL3 in OR3. Če se inaktivira zadostno število cI molekul, se fagni genom 
prestavi v smer litičnega cikla, preko indukcije profaga (Oppenheim in sod., 2005). 
 
Slika 4: Izražanje genov povezanih z litičnim ciklom (b). Posamezni bakteriofagni geni so označeni s 
pravokotniki, promotorji s krogci, puščice nakazujejo smer prepisovanja, pike predstavljajo terminatorje. 
Aktivni promotorji so označeni z modro barvo, neaktivni so prazni. Pomembna vezavna mesta fagnih 
genskih produktov so dopisana. Bakterijska DNA je predstavljena z belim trakom, na katerem so v barvah 
označeni posamezni geni. Bakteriofagni proteini so označeni s kroglicami, bakterijski pa z drugimi 
geometrijskimi telesi, večimoma s kvadri v barvah genov. Predstavljene so tudi proteinske interakcije. 
Bakteriofagni proteini: cI – modra, cII – svetlo zelena, cIII – redeča, rexB – rumena, gam – oranžna, xis in int 
– roza, cro – črna, Q – temno zelena, N- vijolična. Bakterijski proteini: mazE – temno modra, mazF – svetlo 
modra, recA - vijolična, recB – redeča, recC – rumena, recD – zelena. 
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Prisotnost večjega števila molekul cII in cI je neposredno povezana tudi s povečanjem 
števila MOI, ki je določeno z razmerjem med številom bakteriofagov in številom bakterij. 
Opazimo lahko povečanje število celic v lizogenem stanju v primerjavi z litičnim, ob 
povečanju MOI (Clokie in sod., 2018) in v primeru stradanja (Kourilsky in Gros, 1977). 
Naravnanost k lizogenem ciklu, v primeru pomanjkanja hranil, je povezana tudi z 
zmanjšano ekspresijo gena N, ki je posledica negativne avtoregulacije ob zmanjšani 
prisotnosti RNAze III. Obratno je v bogatem gojišču ekspresija N povečana, kar ravnotežje 
preusmeri v litični cikel (Oppenheim in sod., 2005).  
Litični razvoj vodi v prevlado posameznega najboljšega faga, v času ugodnih pogojev, ko 
pa se ti poslabšajo, ob povečanju MOI ali ob stradanju, med fagi prevladuje sodelovanje in 
genetska raznolikost (večja verjetnost lizogenije) odsotnosti selekcijskega pritiska, ki je 
značilen za litični cikel (Q. Shao in sod., 2019). Vohradsky (2017) sicer poroča, da je meja 
med cikloma zelo ostro določena, Shao (2019) pa poročajo, da v primeru ne uskladitve 
bakteriofagov za posameznega od stanj lahko prevlada bodisi litični cikel bodisi, sicer 
redkeje, lizogenija. 
Regulacija preklopa poteka tudi preko protinskih interakcij. Šibke medmolekulske vezi se 
ojačajo s tvorbo povezav med nukleinskimi kislinami, kot so homodimerizirani monomeri 
molekul cI. Če se monomeri homodimerizirajo in vežejo DNA z uporabo heliks-obrat-
heliks (HTH) motiva na N-terminalni domeni DNA, lahko monomerni pari, med vezavo na 
sosednja ali bližnja DNA mesta, medsebojno interagirajo. Interakcija poveča specifičnost 
in moč vezave DNA, kar ojača cI vezave in močno represira litične promotorje (Dodd in 
sod., 2005).  
Če pa je koncentracija cII pod kritičnim pragom, manjša koncentracija cI proteina ne bo 
sposobna, zmanjšati izražanja cro in ostalih litičnih genov. V tem primeru bo Cro represiral 
cI in s tem ostale gene za lizogenijo, kar vodi v litični cikel (Vohradsky, 2017). Prav tako 
prehod v litični cikel povzroči gostiteljska molekula RecA (Uniprot: P0AAI3), ki je 
povezana z degradacijo molekule cI (Slika 4) in v primeru poškodb DNA izreže λcI 
represor. Ker ne represira več litičnih genov, da bakteriofagu λ signal, da preklopi na litični 
cikel. Mehanizem, ki je odgovoren za izrez λcI represorja se imenuje SOS odziv (Little, 
1991). SOS odziv je inhibiran z E. coli toksin-antitoksin mazEF potjo (Engelberg-Kulka in 
Kumar, 2015). Prehod od lizogenega profaga λ v litični cikel je omogočen v prisotnosti 
λrexB proteina (Uniprot: P03759), ki inhibira degradacijo antitoksina MazE (Uniprot: 
P0AE72) s strani ClpPA (Gene ID: 945082). MazE z MazF (Uniprot: P0AE70) tvori dimer 
in preprečuje njegovo vezavo na molekulo RecA, ter posredno prepreči razgradnjo λcI 
represorja (Slika 4). λrexB (Gene ID: 2703493), ki preprečuje smrt gostitelja v primeru 
stradanja, je tudi neposredno vpleten v regulacijo preklopa med lizogenim in litičnim 
stanjem (Engelberg-Kulka in Kumar, 2015). Pozitivna in na drugi strani negativna 
avtoregulacija s svojim delovanjem omogočita stabilnost genoma in povečata odzivnost 
sistema na delovanje molekul (Dodd in sod., 2005). 
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Raziskave kažejo, da je koordinacija gostitelja in bakteriofaga lambda ter nivo modulacije 
fiziologije gostitelja s strani bakteriofaga med indukcijo lize blago evolucijsko pogojena. 
Osterhout in sodelavci (Osterhout in sod., 2007) v svoji raziskavi predlaga, da so 
bakteriofagi evolucijsko selekcionirani v smeri zmanjšanja propadanja gostitelja med 
indukcijo. S primerjavo transkripcijskih profilov E. coli in bakteriofaga lambda med 
lizogenim cikom, ki je bil induciran z UV sevanjem, so opazili usklajeno izražanje genov v 
zgodnji, srednji in pozni fazi. Usklajeno so se izražali geni za regulacijo vročinskega šoka 
in geni za regulacijo pobega ter se zmanjšano izražali geni za celično delitev. Pri E. coli so 
identificirali 728 genov, ki so bili vezani na indukcijo s profagom med drugim gene 
povezane s potjo odziva na pleiotropni stres ter z Arc in Cpx regulonom in globalnimi 
regulatorji crp (Gene ID: PGD_00528) in lrp (Gene ID: PGD_02403). Večinoma so bile 
spremembe v izražanju blage, za le 140 izmed identificiranih genov se je izražanje 
povečalo za več kot dvakrat (Osterhout in sod., 2007). Chen in sodelavci (2005) so preko 
spremljanja vezave sond na mikročipih opazili represijo določenih gostiteljskih funkcij v 
lizogenu, ki bi profagu omogočale boljše pogoje v s hrano revnih razmerah, preko 
upočasnjevanja rasti. Geni povezani z glukoneogenezo v E. coli, pckA (Gene ID: 
PGD_00482), so bili represirani neposredno s cI molekulo, za katero na zgornjem delu 
zaporedja gena pckA obstaja homologna regija, ki ima vezavna mesta tudi za druge 
represorje temperatnih fagov (Chen in sod., 2005). 
V bližnji prihodnosti se obeta povečano število aplikacij bakteriofagov tako v zdravstvu, 
kot v industriji (Kuchment, 2012). Razumevanje ter poznavanje odnosov med 
bakteriofagom in gostiteljem predstavlja podlago za povečano produkcijo bakteriofagov, 
raziskave gojenja na mali skali pa osnovo za prenos na večjo skalo in nadalje v kontinuirne 
sisteme (Nabergoj in sod., 2018). 
2.3 BAKTERIJA Escherichia coli 
E. coli (Slika 5) je proteobakterija iz razreda gama proteobakterij. Spada med po gramu 
negativne bakterije in je paličaste oblike. V dolžino meri od 1 do 3 um v širino pa od 0,4 
do 0,7 μm. Pokrivajo jo migetalke dodatno si gibanje, olajša z bički. Te bakterije ne 
sporulirajo. Je najpomembnejši laboratorijski modelni organizem in hkrati najbolje preučen 
mikroorganizem (Handy in sod., 2011). E. coli je fakultativni anaerob. Primarno ekološko 
nišo teh organizmov predstavlja distalni del prebavil sesalcev, kjer predstavljajo 
pomemben del mikrobiote. Večina sevov E. coli človeku ne škodi, nekaj patotipov, med 
drugimi O157:H7, pa povzroča hude bolezni prebavil in diareje. Izguba ali pridobitev 
posameznega mobilnega genetskega elementa je odgovorna za razvoj patotipa. Povprečna 
predstavnica skupine ima okoli 4800 genov, glavnino genoma, ki ga delijo vsi sevi E. coli, 
sestavlja 2000 genov. Pangenom, ki vsebuje kolektivni nabor vseh sekvenciranih E. coli 
sevov, vsebuje še dodatnih 8000 genov. Kultura K12 LE392, z oznako DSM 4230, ki smo 
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jo uporabljali med eksperimentom, je del nemške zbirke mikroorganizmov in celičnih 
kultur (DSMZ). 
 
Slika 5: E. coli 3D model. 
2.4 FAGNI RASTNI PARAMETRI 
2.4.1 Moi 
O koncentracijo fagov običajno govorimo, kot o številu fagov na mL. Drug dovolj pogost 
način kvantifikacije fagov predstavlja določanje oziroma MOI (angl. multiplicity of 
infection). Število MOI je definirano kot razmerje med številom fagov in številom 




          ...   (1) 
V širšem smislu v izračunu upoštevamo tudi fage, ki se niso uspeli adsorbirati, pri 
izračunih pa ga poenostavimo zgolj na razmerje med številom prisotnih fagov, pri katerih 
je bila vezava uspešna, glede na število prisotnih bakterij v danem volumnu in času 
(Enačba 1). Natančneje je to odvisno tudi od števila prostih, nevezanih fagov.  
Ko je MOI večji ali enak ena predpostavljamo, da so v sistemu vse bakterije vsaj enkrat 
okužene, kar vodi v koinfekcijo, genetske rekombinacije fagov, združevanje in lizogenijo. 
Manjše, kot je razmerje med prisotnimi bakterijami v sistemu in fagi, večja je verjetnost, 
da bo potekel litični cikel namnožitve fagov (Clokie in sod., 2018; Vohradsky, 2017). 
Izračun MOI nam omogoča tudi določitev sposobnosti bakteriofagov, da lizirajo bakterije, 
pri čemer predpostavimo, da so se adsorbirali vsi fagi. Matematično adsorpcijo opišemo s 
Poissonovo porazdelitvijo. Pri njej opazujemo verjetnost, da se pojavi določeno število 
dogodkov (adsorpcija faga na bakterijo) v določenem časovnem obdobju, če se ti dogodki 
ponavljajo z znano pogostostjo in neodvisno od časa, ki je potekel od zadnjega dogodka. 
Posledično je število večkrat adsorbiranih bakterij in bakterij, ki niso bile adsorbirane s 
strani fagov večje, kot bi pričakovali na podlagi razmerij.  
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Služi nam, kot model za število redkih dogodkov, ki se pojavljajo v mnogih ponovitvah. 
Poissonova porazdelitev se običajno označuje z λ, v spodnjem primeru pa je zaradi 
nedvoumnosti označena z m. 
𝑓 = (𝑛; 𝑚) =
m𝑛𝑒−𝑚
𝑛!
          ...   (2) 
Spodnji grafi prikazujejo pogostost dogodkov n=0,1,2,3,..,10 (na posamezno bakterijo se 
veže n fagov) pri čemer lahko opazimo močan vpliv MOI. Pri MOI=1 je verjetnost 
dogodka, da se na bakterijo ne adsorbira noben fag in da se nanjo adsorbira točno en fag 
enaka (37 %), da bosta na eni bakteriji po dva (18 %) ali trije fagi (6 %) pa je manjša. Pri 
MOI=0.1 je 91 % bakterij neokuženih, na 9.1 % bakterij je vezan po en fag in na 0.9 % ter 
logaritemsko naprej (Clokie in sod., 2018).  
 
 
Slika 6: Poissonova porazdelitev dogodkov pri različnih MOI. Grafi predstavljajo verjetnost posameznih 
dogodkov ob različnih MOI z uporabo Poissonove distribucije. Pri zadnjem grafu je skala dvakrat večja. 
2.4.2 Adsorpcija 
Prvi korak fagne infekcije predstavlja adsorpcija fagov na površino gostiteljske celice, ki 
ima za posledico zmanjšanje števila prostih fagov do lize, za njo pa se število prostih fagov 
poveča, v odvisnosti od velikosti fagnih brstov. Za opis adsorpcije si pomagamo z 
razumevanjem kinetike kemijskih reakcij, ki predvideva enakomeren vpliv koncentracije 
gostiteljskih celic ter konstante adsorpcije. Od obeh je odvisna tudi dolžina časa od 
infekcije do lize, ki je krajša v okoljih z več bakterijami in pri sevih z višjo adsorpcijsko 
konstanto (Y. Shao in Wang, 2008).  
Hitrost adsorpcije bakteriofagov (enačba 3) je torej odvisna od koncentracije gostiteljskih 
bakterij (B) v okolici in koncentracije fagov (p), oziroma se fagi na površino bakterij, živih 
ali mrtvih, vežejo v skladu z enačbo 4, pri čimer t predstavlja čas, ki je potreben, da po 
(začetno število prostih fagov) pade do p (število prostih fagov po infekciji) (Krueger, 
12 
Pevec P. Vpliv pogojev gojenja bakterij vrste Escherichia coli ... bakteriofagov z lizogenim ciklom.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
1931). Če se število bakterij podvoji, se prav tako podvoji verjetnost, da se bo fag v danem 
času vezal. Verjetnost, da se bo posamezen fag vezal na bakterijo v njegovem okolju je 
določena s konstanto absorbcije fagov (ka), ki je definirana v prostoru in času (mL/min oz 
mL/h) nanjo vplivajo različni dejavniki, čas difuzije fagov, faza rasti bakterijskih celic, 
velikost bakterij, verjetnostjo vezave faga ob stiku z bakterijo, prisotnost soli in organskih 
komponent v gojišču, temperatura, mešanje in razporeditev membranskih receptorjev 
(Clokie in sod., 2018; Kropinski in Clokie, 2009).  
𝑑𝑝
𝑑𝑡







           ...   (4) 
Vidimo lahko, da se bo hitrost adsorpcije spreminjala, kot linearna funkcija koncentracije 
bakterij in konstante adsorpcije fagov (ka) (Abedon, 2017). Hitrost adsorpcije pri 10
8 
fagov/mL bo 100 krat večja, kot pri 106 fagov/mL, če za neko število adsorbiranih fagov v 
prvem primeru potrebujemo 4 minute bi v drugem primeru za enako adsorpcijo rabili 400 
minut, kar je več kot 6 ur (Clokie in sod., 2018). 
2.4.3 Latentna perioda 
Določitev števila prostih fagov, ki so se vezali na površino bakterij, ali zmanjšanje števila 
bakterij, ki niso povezane s fagom predstavljata dva parametra, ki nam omogočata 
določitev fagne rasti. Preko merjenja časa od adsorpcije faga na površino bakterije do 
“vzbrstitve” določimo latentno periodo faga (Clokie in sod., 2018). 
Za določitev latentne periode lahko izvedemo enostopenjski rastni eksperiment. Po 
dodatku svežih fagov namnoženi bakterijski kulturi iz bioreaktorja, počakamo nekaj minut, 
da se fagi adsorbirajo na površino bakterij. Po inkubaciji vzorec vrnemo v bioreaktor, da 
minimiziramo učinek naključnega vzorčenja bakterijskih celic. Alikvote za tem 
odvzemamo iz bioreaktorja v kratkih časovnih intervalih. Proste fage in inficirane celice 
ločimo s centrifugiranjem. Koncentracijo novo nastalih fagov v posameznem časovnem 
intervalu je določena s testom PFU (Kropinski in Clokie, 2009). 
2.5 KEMOSTAT 
Večina eksperimentov z bakteriofagi je dandanes še vedno izvedenih šaržno, bodisi na 
laboratorijski skali ali v večjih bioreaktorjih. Trendi v farmacevtski industriji pa stremijo k 
vpeljevanju kontinuirnih sistemov gojenja in lahko predvidevamo, da se bo produkcija 
bakteriofagov razvijala v podobni smeri (Nabergoj in sod., 2018).  
Kemostat je bioreaktorski sistem, ki omogoča konstanten pritok svežega gojišča in hkrati 
odvajanje izrabljenega gojišča z mikroorganizmi, neuporabljenimi hranili in nastalimi 
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metaboliti pri čemer se ohranja konstanten volumen (Bayen in sod., 2018). Sistem dveh 
zaporedno vezanih bioreaktorjev, pri čimer v prvem izmed dveh gojimo gostiteljsko 
bakterijo v drugem pa bakteriofag, imenujemo celstat. V njem imamo večji nadzor nad 
metabolnim stanjem gostiteljskih bakterij ob vstopu v drugi bioreaktor in posledično 
vplivamo na večjo produkcijsko sposobnost sistema. S povečanjem volumnov reaktorjev 
lahko kljub konstantnemu pretoku povečamo zadrževalni čas gostiteljskih bakterij v 
reaktorju z bakteriofagi, kar bi vodilo do visoke koncentracije bakterij v zgodnji do srednji 
eksponentni fazi, znižanje MOI in v povišanje števila replikacijskih ciklov bakteriofagov 
(Mancuso in sod., 2018).  
 
 
Slika 7: Prikaz kontinuirnega dvostopenjskega miniaturnega sistema. Z vpihavanjem zraka v sistem je 
doseženo nasičenje gojišča s kisikom. Sistem črpalk omogoča kontinuiran vnos hranil pri nastavljenem 
pretoku, ki določa hitrost izpiranja hranil in produktov, ki nastajajo v reaktorjih. Mešanje je v reaktorjih 
zagotovljeno z uporabo magnetnih mešal.  
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2.5.1 Vpliv spremenljivk na produkcijo fagov 
 
Slika 8: Spreminjanje vrednosti koncentracije biomase (X), substrata (S), raztopljenega kisika (DO) in 
hitrosti rasti mikroorganizma (rx) ob spreminjanje hitrosti redčenja v kemostatu (D). 
Kemostat nam omogoča vzpostavitev dinamičnega ravnotežja, kar daje mikroorganizmom 
optimalne pogoje za rast in visoko produktivnost sistema. Sistem omogoča natančno 
prilagajanje rastne hitrosti za dotični mikroorganizem zgolj s spreminjanjem hitrosti 
pretoka rastnega medija in omogoča analiziranje različnih parametrov (Nabergoj in sod., 
2018).  
V primerjavi s šaržnim sistemom gojenja v primeru kontinuirnega gojenja v bioreaktorjih 
večji problem predstavljajo okužbe sistema in mutacije bakteriofagov in gostiteljev med 
procesom (Jurač in sod., 2019). 
Slednji se lahko izognemo z uporabo dvostopenjskega sistema, kjer v prvem večjem 
bioreaktorju gojimo zgolj bakterijsko kulturo, v drugem z manjšim volumnom pa s 
konstantnim pretokom sveže bakterijske kulture dohranjujemo rastoče bakteriofage. S 
spremembo volumna povečamo pretok skozi drugi reaktor in se izognemo mutacijam 
bakterij v drugem reaktorju, kjer so prisotni tudi bakteriofagi (Jurač in sod., 2019)  
2.5.2 Primerjava Monodove in Contoisove kinetike 
Pri modeliranju procesov v kemostatu si lahko pomagamo z različnimi enačbami med 
najbolj znanimi pa sta Monodova (enačba 5) in Contoisova enačba (enačba 6). Monod 
(1950), kot limitirajoči faktor v sistemu, definira količino substrata, ki je na voljo 
mikroorganizmom in ne upošteva vpliva toksičnih produktov, ki nastajajo med 
bioprocesom (Bayen in sod., 2018). 
15 
Pevec P. Vpliv pogojev gojenja bakterij vrste Escherichia coli ... bakteriofagov z lizogenim ciklom.  




Slika 9: Monodova kinetika. Spreminjanje specifične rastna hitrosti (μ) glede na povečanje pretoka 
substrata v sistemu. Konstanta (Ks) je definirana s pomočjo določanja maksimalne specifične rastne hitrosti 
(μmax). 
𝜇 (𝑆) =  𝜇𝑚𝑎𝑥 (
𝑆
𝑆+𝐾𝑠
)         ...   (5) 
Contois (1959), kot limitirajoči faktor poleg substrata (S) v sistem uvede tudi koncentracijo 
biomase (X), ki vpliva na povečanje zasedenosti fermentorja. 
μ (S, X) =
 μmaxS
KsX+S
         ...   (6) 
Carlsson in Zambrano (2014), v svoji raziskavi analizirata Monodov in Contonisov 
kinetični rastni model na povečanju biomase v bioreaktorskih sistemih ob spreminjanju 
hitrosti redčenja substrata. Z opazovanjem vtoka in iztoka substrata v sistem sta z 
matematičnim modeliranjem prišla do spodnjih grafov, kjer je na enem (a) in na dveh 
zaporedno vezanih (b) bioreaktorjih prikazala dinamiko procesnega obnašanja. Z uporabo 
Monodove kinetike, ki kot limitirajoči dejavnik, upošteva zgolj spreminjanje koncentracije 
substrata (S) se ob prehodu iz enega na dva sistema obnašanje sistema povsem spremeni. Z 
uporabo Contoisove kinetike, ki upošteva tudi koncentracijo biomase (X) se to ne spremeni 
bistveno, sej ta upošteva, da je rast omejena tudi zaradi prenasičenosti fermentorja 
(Carlsson in Zambrano, 2014).  
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Slika 10: Primerjava Monodove in Contoisove kinetike. Povečevanje pritoka substrata (Sin) in 
spreminjanje koncentracije substrata (S) v iztoku iz sistema. a) En bioreaktorski sistem: (Monodova kinetika) 
Do izpiranja substrata iz sistema prihaja, če je pritok substrata v sistem manjši kot 0,24. Za tem s 
povečevanjem vtoka substrata ne vplivamo na iztok substrata iz sistema. b) Dva zaporedno vezana 
bioreaktorska sistema. (Monodova kinetika) Do izpiranja substrat iz sistema prihaja, če je pritok manjši od 
0,6. S povečanje vtoka hranil zmanjšujemo iztok. a,b) Contoisova kinetika: Spreminjanje vtoka hranil 
linearno vpliva na povečevanje iztoka iz bioreaktorjev. 
Poleg parametrov sistema pa ključno vlogo pri adsorpciji in povečanju števila 
bakteriofagov igra sestava gojišča. Določeni ioni in aminokisline, na primer MgSO4 ter L-
triptofan, lahko vplivajo na uspešnost adsorpcije. Z uravnavanjem koncentracije medija 
vplivamo na fiziološko stanje in metabolizem bakterij, ki ob limitaciji medija kljub 
infekciji s fagi vstopijo v hibernacijo in ne producirajo novih fagov (Jurač in sod., 2019).  
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 PRIPRAVA GOJIŠČ 
3.1.1 Priprava tekočega gojišča 
Za delo z bakterijo DSM 4230 in bakteriofagi smo uporabljali gojišče Luria Bertani (LB) 
proizvajalca Sigma-Aldrich. Za pripravo 500 mL tekočega gojišča smo 10 g LB gojišča 
raztopili v 500 mL dH2O. Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali 45 minut na 120°C pri 
1,2 bar. Ohlajeno gojišče smo razporedili v 50 mL falkonke in ga hranili v hladilniku pri 
4°C. 
3.1.2 Priprava mehkega gojišča 
Pri testu s plaki smo pri delu uporabili mehko gojišče. Mehko gojišče je bilo pripravljeno 
po enakem začetnem postopku kot tekoče, poleg medija LB je bilo v gojišče dodano še 0,7 
% w/v agarja proizvajalca Sigma-Aldrich. Za pripravo 500 mL gojišča smo poleg 10 g 
medija LB natehtali 3,5 g agarja. Po avtoklaviranju smo mehko gojišče prestavili v vodno 
kopel in ga hranili do enega tedna na 55°C. 5 mL mehkega gojišče smo pred uporabo 
razporedili v epruvete. 
3.1.3 Priprava trdega gojišča 
Za pripravo trdega gojišča smo poleg medija LB uporabili 1,2 % w/v agarja proizvajalca 
Sigma-Aldrich. Za pripravo 500 mL gojišča smo poleg 10 g medija LB natehtali 6 g agarja 
in vse raztopili v dH2O. Ko se je avtoklavirano gojišče ohladilo do približno 50°C smo 
medij prelili v petrijeve plošče ter jih do uporabe hranili v hladilniku na 4°C. 
3.1.4 Priprava pufra SM 
Saline magnesium (SM) pufer smo uporabljali za pripravo redčitev pri kvantifikaciji 
bakterij in bakteriofagov. Za pripravo 500 mL pufra SM smo potrebovali 2,9 g NaCl 
(Honeywell), 0,5 g želatine, 2 mL MgSO4 in 25 mL 1M pufra Tris(hidroksimetil)-
metilimin (TRIS) (pH=7.5). Najprej smo pripravili 30 mL 2M raztopine MgSO4. Zatehtali 
smo 14,78 g MgSO4∙7H2O (MW=246,47) in prenesli v čašo ter dolili 30 mL dH2O in 
pomešali. Raztopino smo prelili v erlenmajerico ter jo avtoklavirali 45 minut na 120°C pri 
1,2 bar. 500 mL1M pufra TRIS smo si pripravljali iz 60,57 g reagenta proizvajalca Fisher 
Scientific, ki smo mu dolili cca. 250 mL dH2O ter pomešali. Med mešanjem smo pH s 
postopnim dodajanjem koncentrirane HCl uravnali na 7,5. Vsebino čaše smo prelili v 
bučko in dolili dH2O do 500 mL oznake (Kropinski in Clokie, 2009). Vsebino smo prelili v 
steklenico ter pufer avtoklavirali 45 minut na 120°C pri 1,2 bar. Po avtoklaviranju smo 
pufer razdelili v sterilne 50 mL falkonke in do porabe hranili v hladilniku na 4°C. Vse suhe 
sestavine za pripravo pufra SM smo pretresli v čašo, dolili pufer TRIS ter raztopino 
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MgSO4, dolili smo cca. 250 mL dH2O pomešali, pri tem smo pazili, da se pufer ne peni 
preveč. Vsebino čaše smo prelili v bučko in dolili dH2O do oznake. Pufer smo avtoklavirali 
na 45 minut na 120°C pri 1,2 bar, ko se je ohladil pa smo ga razporedili v sterilne 50 mL 
falkonke in do porabe hranili v hladilniku na 4°C. 
3.3 MERJENJE ABSORBANCE 
Absorbanco 200 µL alikvotov smo merili v transparentni mikrotiterski plošči s 96 
vdolbinami. Vzorčili smo aseptično s tremi ponovitvami. V programu TECAN i-control 
smo določili parametre merjenja absorbance pri valovni dolžini 600 nm s predhodnim 10 
sekundnim mešanjem vzorcev. Ob pregledu rezultatov smo v primeru velikih odstopanj 
bodisi izvrgli vrednost ali ponovili meritev. Najpogosteje so bili odstopanja posledica 
tvorbe zračnih mehurčkov. V izračunih in predstavitvah podatkov smo uporabili povprečno 
vrednost vzorcev v meritvi. 
3.4 PRIPRAVA PREKONOČNE KULTURE 
Pri svojem delu smo uporabljali bakterijsko kulturo E. coli z DSM oznako 4230, ki je bila 
na voljo v našem laboratoriju. Po 0,5 mL vzorca, ki je bil hranjen pri -80°C, smo odmrznili 
in vsebino sterilno dodali 50 mL tekočega LB gojišča, ki smo ga predčasno ogreli na 37°C. 
Kulturo smo preko noči gojili na 37°C pri enakomernem mešanju na 200 rpm.  
3.5 PRIPRAVA DELOVNE BANKE 
Pri svojem delu smo uporabljali bakterijsko kulturo E. coli z DSM oznako 4230, ki je bila 
na voljo v našem laboratoriju. Iz izhodiščnega vzorca smo pripravili prekonočno kulturo, 
ki smo jo potrebovali za delo. Na ploščo s trdnim agarjem smo s pomočjo sterilnih cepilnih 
zank ob gorilniku nacepili kulturo in razširili razmaz po celotni plošči. Plošča se je 
inkubirala na 37°C preko noči. Posamezno kolonijo iz plošče smo precepili v 100 mL 
erlenmajerico s 50 mL tekočega LB medija ter jo gojili na 37°C preko noči v stresalniku 
pri 200 rpm. Kulturi smo dodali 100 % glicerol, tako, da je bili končna koncentracija 
glicerola v kulturi 10 %. Vsebino smo dobro premešali in jo porazdelili po 0,5 mL v 
mikrocentrifugirke ter jih do porabe hranili na -80°C. 
3.6 RASTNA KRIVULJA E. coli 
Rastno krivuljo smo pripravili iz do en teden starih prekonočnih kultur E. coli s CFU=109. 
V 250 mL sterilno erlenmajerico smo dodali 50 mL avtoklaviranega gojišča LB, ga segreli 
na 37°C in za tem dodali 2 % (v/v) vcepek prekonočne kulture. Za pripravo redčitev za 
meritve CFU smo na pol ure vzorčili 50 µL alikvote ob stalnem mešanju (200 rpm) pri 
37°C (opisano spodaj). Z istim intervalom pa smo vzorčili tudi 200 µL alikvote, v treh 
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ponovitvah in jih nanesli na transparentno ploščo s 96 vdolbinami ter pomerili absorbanco. 
Bakterijsko kulturo smo gojili do konca eksponentne faze rasti. 
3.7 METODE KARAKTERIZACIJE GOSTITELJA 
Redčitveno vrsto smo pripravili s 50 µL vzorcev, ki smo jih vzorčili vsake pol ure od 
začetka šaržnega gojenja. Aseptično smo redčili vzorec s faktorjem 10 v sedmih korakih s 
pufrom SM ter redčitve nanesli v 10 µL tripletih na plošče z gojiščem LB. Plošče so se 
posušile ob plamenu (oz. v digestoriju) in nato prenesle v inkubator, kjer so se inkubirale 
preko noči na 37°C. Na števnih območjih smo prešteli kolonije in izračunali CFU z 




          ...   (7) 
3.8 REVITALIZACIJA FAGOV IZ ZBIRKE 
Za delo smo uporabljali temperatni bakteriofag lambda (Enterobacteria phage lambda) z 
DSM oznako 4499 (Henze, 2020). Filtracijsko posušeno kulturo fagov smo revitalizirali po 
navodilih proizvajalca. Po odprtju dvojne viale (Slika 11) smo ob plamenu previdno 
odstranili zamašek z notranje viale in filtrirni papir s posušeno kulturo fagov razrezali na 
dva dela. Polovico papirčka smo položili na ploščo s trdnim gojiščem LB in mehkim 
gojiščem z dodatkom MgSO4 in bakterijske kulture, ter ga omočili s 100 µL tekočega 
gojišča LB in ploščo inkubirali. Po inkubaciji smo dolili 5 mL gojišča LB in ploščo ob 4 
ure ob počasnem rotiranju pustili na sobni temperaturi, da so se fagi izločili iz površine 
plošče v dodano gojišče. Pridobljeno mešanico fagov smo sprali s plošče jo centrifugirali 
na 12000 rpm, 10 minut in filtrirali skozi 0,45 µm filter. Vzorce smo do porabe hranili v 
zamrzovalni skrinji. Z analizo PFU (točka 3.10) smo preverili titer fagov. 
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Slika 11: Revitalizacija fagov. Zgoraj - dvojna ampula z liofilizirano kulturo; spodaj - shematski prikaz 
revitalizacije bakteriofagne kulture.  
Drugo polovico papirčka smo dodali direktno v namnoženo kulturo bakterije in 
kokultivirali kulturi 2 uri brez mešanja, da so se fagi adsorbirali na celice, nato pa smo 
kulturo inkubirali, vendar ne preko noči, da bi preprečili nastanek mutacij. Pridobljeno 
mešanico smo prav tako centrifugirali, filtrirali skozi 0,45 µm filter in preverili titer fagov 
z analizo PFU.  
3.9 GOJITEV BAKTERIOFAGA λ  
Za gojenje bakteriofaga λ smo uporabljali kulturo E. coli DSM 4230 v srednji logaritemski 
fazi rasti (2 % (v/v) vcepka prekonočne culture v 50 mL 100 % LB in gojenje do OD=0.2 
pri 37°C in 200 rpm). Po dodatku 400 µL inokuluma bakteriofaga s koncentracijo 1,3∙108 
PFU/mL smo bakterijo z virusom gojili naprej pri nespremenjenih pogojih in merili OD do 
padca na začetno vrednost. Po padcu OD smo odstranili bakterije z dvakratnim 
desetminutnim centrifugiranjem pri 4°C na 8000 G. Ob koncu vsakega izmed 
centrifugiranj smo vsebino prelili v novo sterilno centrifugirko. Po zaključku 
centrifugiranja smo vsebino filtrirali skozi 0.45 µm filter in preverili titer fagov z analizo 
PFU ter fag shranili. 
3.10 ANALIZA PFU  
Koncentracijo bakteriofaga smo določali s pomočjo analize PFU (plaque forming units), 
pri kateri se redčitve vzorca s fagom in bakterijskega gostitelja nanese na površino 
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petrijevke. Po inkubaciji so med bakterijsko trato, ki se ob primernih razmerah tvori na 
trdem gojišču, na območjih s fagom vidna jasna območja - plaki. Ti omogočajo štetje in 
predstavljajo osnovo za izolacijo fagov (Kropinski in Clokie, 2009). Vsak vzorec smo pred 
nanosom na ploščo redčili s faktorjem 10 v pufru SM do 10-8. Ter redčitve nanesli v 10 µL 
tripletih na petrijevo ploščo z gojiščem LB ter mehkim gojiščem LB, ki je vsebovalo 100 
µL prekonočne kulture E. coli. Po nanosu faga na plošče smo počakali, da so se le te 
posušile in smo jih nadalje inkubirali na 37°C preko noči. Števna območja s plaki smo po 
inkubaciji prešteli in določili izhodiščno koncentracijo virusa v vzorcu iz povprečnega 
števili plakov (Pn) in z upoštevanjem redčenja (R) (enačba 8). 
𝑃𝐹𝑈 =  
𝑃𝑛
𝑉×𝑅
          ...   (8) 
3.11 BIOREAKTORSKI SISTEMI 
Bioreaktorski sistem je predstavljal sistem cevk z utežmi (cevka za zrak in cevka za 
gojišče), 0,22 μm zračnega filtra, dveh 2 L reagenčnih steklenic, čepa, črpalke ter steklenih 
vial (Slika 7). Skozi silikonske cevke se je ob postavitvi sistema preko filtra črpal zrak (2 
L/min), ki smo ga vpihovali v gojišče. S sistemom črpalk pa se je skozi drugo odvodno 
cevko iz 2 L reagenčne steklenice črpalo gojišče. Na delu, kjer je črpalka skozi cev črpala 
gojišče je bila nameščena snemljiva Masterflx cevka, ki jo je bilo potrebno ob vsaki 
ponovni uporabi cevi zamenjati. Glede na čas trajanja eksperiment smo preračunali in 
priligodili količino gojišča LB v 2 L reagenčni steklenici. Čep, ki je zapiral steklenico z 
gojiščem je bil sestavljen iz plasti vate ter rjavkastih papirnatih brisačk, ki smo jih zvili v 
rolico, da je ta ravno prav mašil steklenico ni pa stiskal cevčic. Bioreaktorja I in II, sta 
predstavljali stekleni vijali s 25 mL ter 10 mL delovnega volumna, zamašeni s silikonskim 
čepom, mešanje je bilo zagotovljeno s pomočjo magnetnega mešala (200 rpm) in mešalc. 
Vse komponente sistema razen črpalke smo avtoklavirali 45 minut na 121°C na 1,2 bar, jih 
ohladili na sobno temperaturo in sistem sterilno sestavili. Rast bakterij smo po dodatku 
spremljali on-line preko senzorja za optično gostoto (OD), ki je bil nameščen na 
magnetnem mešalu okoli reaktorja I. Senzor smo upravljali preko programa CoolTerm, 
kjer so se v določenih časovnih točkah beležile izmerjene vrednosti merjene pri 600 nm. 
Črpalko sistema smo upravljali preko programske opreme Arduino, ker smo sistemu 
določili hitrost pretoka v mL/min. Za tem smo s pomočjo zateht preračunali dejanski 
pretok na sistemu, ki smo ga uporabili pri končnih izračunih. 
3.12 PRIPRAVA BIOREAKTORSKEGA SISTEMA IN KULTURE 
Komponente sistema smo pripravili in avtoklavirali, hkrati z začetkom priprave sistema 
smo prižgali inkubator na 37°C ter v njem ogreli gojišče LB ter pufer SM. Ko so se 
avtoklavirane komponente sistema ohladile na sobno temperature smo s pomočjo programa 
Arduino prečrpali gojišče do konca cevke in sterilno sestavili sistem. Priključili smo sistem 
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CoolTerm in pomerili nekaj zaporednih meritev OD gojišča LB, kar je služilo za blank. 
Nato smo sterilno v vialo z delovno prostornino 25 mL (Bioreaktor I) dodali bakterijsko 
kulturo ter pustili, da se je ta namnožila (2,5 -3 h) do zadostne koncentracije ter nato v 
vialo z delovno prostornino 10 mL (Bioreaktor II), ki smo jo s prejšnjo povezali preko 
cevčice tako, da smo med procesom dobivali konstanten pritok sveže nastalih bakterij, 
dodali založni bakteriofag in pufer SM. S sistemom Arduino smo nastavili ustrezen pretok 
in ga preverili s tehtanjem (off-line meritev). V tako vzpostavljenem sistemu smo pustili, 
da so se bakterije in bakteriofagi namnoževali preko več generacij. 
3.13 EKSPERIMENTALNO DOLOČANJE FAGNIH PARAMETROV 
Ob koncu gojenja smo odklopili iz sistema bioreaktor II, ki je vseboval bakterijsko kulturo 
in namnožen bakteriofag. Z vzorca, ki smo ga odvzeli iz reaktorja smo pripravili 
redčitveno vrsto ter v petrijevkah izvedli testa PFU in CFU. Iz bioreaktorja I smo vzorčili 2 
mL bakterijske kulture. 50 mL smo porabili za pripravo redčitvene vrste in test CFU na 
petrijevih ploščah. Dvakrat po 970 mL bakterijske kulture iz reaktorja I, ki se je 
namnoževala več generacij pa smo z dodatkom sveže odmrznjenega bakteriofaga določili 
tudi fagne parametre. Sveže odmrznjenemu bakteriofagu smo pri tem sočasno izmerili PFU 
(kontrola). 
3.13.1 Adsorpcija 
Za določitev adsorpcijske konstante (ka) smo vzorec iz bioreaktorja prenesli v 
mikrocentrifugirko, kjer smo celicam dodali sveže odmrznjene fage. V kratkih časovnih 
razmakih smo odvzeli vzorce iz mikrocentrifugirke, jih razredčili v redčitveno vrsto in 
izvedemo test PFU, vrednosti rezultatov smo logaritmirali, za določitev števila prostih 
fagov in ovrednotili zmanjševanje po času. Iz naklona premice naših rezultatov smo po 
spodnji formuli izračunali ka (Kropinski in Clokie, 2009; Krueger, 1931), kjer k predstavlja 




          ...   (9) 
Dve mikrocentrifugirki s po 970 mL bakterijske kulture in 30 mL bakteriofagov (PFU= 
1,6∙108/mL) smo premešali in inkubirali. Hkrati smo izvajali dva eksperimeta. Za določitev 
adsorpcije fagov smo iz prve od dveh mikrocentrifugirk že ob času 0 ter nato v 2., 5., 10., 
15., 20., 30., 40., 50. in 60. minuti odvzeli alikvot in pripravili redčitveno vrsto ter radčitve 
nacepili na ploščo z bakterijsko kulturo ter jih inkubirali preko noči (Kropinski in Clokie, 
2009). Naslednji dan smo prešteli nastale plake ter preračunali fagne parametre.  
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3.13.2 Latentna perioda 
Za določitev latentne periode smo izvedli enostopenjski rastni eksperiment (Kropinski in 
Clokie, 2009). Mikrocentrifugirko, ki je vsebovala 970 mL bakterijske kulture smo po 
dodatku 30 mL svežega faga in pomešanju, v razmerju, da smo dosegli MOI = 0.1, 
inkubirali 10 minut v inkubatorju na 37°C, da so se fagi lahko adsorbirali na površino 
bakterij. Po desetih minutah smo 200 μL vzorca, z inficiranimi celicami, vrnili v bioreaktor 
I (200x redčitev), da smo minimizirali vpliv naključnega vzorčenja bakterijskih celic. 
Takoj smo odvzeli prvi vzorec in ga centrifugirali, da so se prosti fagi ločili od inficiranih 
celic. Za tem smo odvzeli 100 μl alikvote po 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75 in 90 minutah in 
ravnali enako. Iz prvih 50 μl vseh alikvotov smo pripravili redčitveno vrsto z dodatkom 
450 μl SM pufra in redčitve nacepili na petrijeve plošče z bakterijsko kulturo. Vzporedno 
smo iz drugih 50 μl pripravili tudi redčitveno vrsto, ki je vsebovala 3 kapljice kloroforma, 
ki je liziral prisotne bakterijske celice ter sprostil reverzibilno vezane fage. Po pomešanju 
smo vzorce shranili na ledu, ki je upočasnil celične procese, do priprave redčitev in 
nacepitve alikvotov na plošče. Naslednji dan smo prešteli nastale plake ter preračunali 
fagne parametre.  
Število inficiranih celic smo določili iz prvega (kontrolnega) vzorca, ki smo ga dobili po 
centrifugiranju, kjer so se prosti fagi delno posedli na dno mikrocentrifugirke. Tega smo 
dalje alikvotirali na dva dela, enemu dodali kloroform, ga 10 minut inkubirali na ledu in ga 
uporabili za oceno začetne koncentracije ne absorbiranih bakteriofagov. Drugi vzorec, brez 
kloroforma, smo takoj ovrednotili s testom PFU, dobljen rezultat pa je bil osnova za 
določitev števila inficiranih celic. Število inficiranih celic smo določili z odštevanjem 
koncentracije prostih fagov (iz vzorca s kloroformom) od koncentracije vseh fagov v 
vzorcih brez kloroforma iz kontrolnega vzorca. Vzporedno smo določili latentno periodo iz 
vzorcev brez kloroforma, ta je predstavljala čas od začetka eksperimenta do prvotnega 
povečanja števila fagov. Velikost fagnih brstov je predstavljala razlika v številu fagov ob 
začetku (I1) in koncu povečanja števila fagov (I2), deljena s številom inficiranih celic v tem 
času. Če predpostavimo, da se inficirane celice od infekcije do povečanja števila fagov 
namnožijo in ne lizirajo, lahko masno bilanco inficiranih celic v kemostatu zapišemo kot 
enačbo 10 oziroma, kot enačbo 11, ki predstavlja njeno integrirano obliko, kjer D 
predstavlja hitrost izpiranja (Nabergoj in sod., 2018). 
𝑑𝐼
𝑑𝑡
= −𝐷 ∙ 𝐼           ...  (10) 
𝐼 = 𝐼0  ⋅ 𝑒
−𝐷⋅𝑡           ...   (11) 
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Slika 12: Prikaz naraščanja koncentracije fagov po času v vzorcih brez kloroforma. Skupno velikost 
brstov vseh inficiranih celic (PB) predstavlja razlika med I2 ter I1, to je razlika v koncentraciji pred ter po 
prvotnem povečanju števila fagov (I1≠ I0, zaradi spiranja fagov iz sistema). Velikost brstov dobimo, ko to 
delimo s številom inficiranih celic. Razlika v času od začetka do konca prvotnega porasta fagov (L) pa 
predstavlja latentno periodo.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 ŠARŽNI EKSPERIMENTI 
4.1.1 Rastna dinamika bakterijskega seva E. coli 
Z namenom karakterizacije bakteriofaga smo najprej ovrednotili in vzgojili bakterijskega 
gostitelja (E. coli DSM4320). Izvedli smo več zaporednih šaržnih eksperimentov gojenja 
E. coli med katerimi smo določili specifiko rasti kulture ob spreminjanju pogojev. 
Preko vzporednih meritev optične gostote (OD600) ter CFU je bila določena njuna 
medsebojna odvisnost, ta je predstavljena na Sliki 13 v Tabeli 1. Slika 13 prikazuje 
korelacijo med OD600 in CFU. Rezultatom meritev smo preko metode najmanjših 
kvadrantov določili linearno korelacijsko krivuljo, preko katere smo v območju izvedenih 
meritev lahko določili koncentracijo bakterijskih celic. 
Slika 14 prikazuje prirast biomase v sistemu po urah. Če smo bakterijo želeli okužiti z 
bakteriofagno kulturo ob koncu eksponentne faze, je to pomenilo, da moramo kulturo pred 
tem gojiti 2,5 h oziroma dokler OD ni dosegel 0,2. Prikazane meritve smo izvedli med 
šaržnim gojenjem pri 37°C in 200 rpm, ki velja za optimalno temperaturo rasti v gojišču 
LB (DSMZ, 2020).  
 
Slika 13: Korelacija med OD in CFU bakterije E. coli. Enačba 12 določa povezanost med izmerjeno OD 
in koncentracijo bakterij v vzorcu. 
Preglednica 1: Rezultati meritev OD in koncentracije bakterij E. coli, ter preračunane logaritemske vrednosti 
spremembe rasti po času. 
čas (h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 
OD 0,03 0,05 0,10 0,29 0,36 0,46 0,57 0,68 0,77 
CFU/ml 3,5∙10^7 6,5∙10^7 1∙10^8 2,5∙10^8 5,6∙10^8 1,5∙10^9 2,1∙10^9 2,4∙10^9 2,7∙10^9 
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Rezultati eksperimenta so nam omogočili, da grafično prikažemo in določimo območje faz 
rasti bakterijske kulture. Faza prilagajanja je čas, ki ga sev porabi za prilagoditev za rast. 
Po pospeševanju sledi hitra eksponentna faza rasti oziroma faza neomejene rasti, ki v 
našem primeru poteka do tretje ure eksperimenta. Podatek nam omogoča, da določimo 
optimalni čas za inokulacijo seva z bakteriofagom λ (v začetni srednji eksponentni fazi). 
Fazi eksponentne rasti kulture sledi upočasnjevanje rasti, saj razrast kulture v okolici 
izčrpa dostopna hranila in rasni prostor za vedno nove organizme. Naraščanje okoljskega 
pritiska vodi v stacionarno fazo rasti, ki se v spodnjem primeru začne po približno 6,5 urah 
gojenja bakterije. 
𝑥 =  𝑥0 ∙ 𝑒
𝜇𝑡           ...   (12) 
𝑙𝑛(𝑥/𝑥0) =  µ ∙ 𝑡         ...   (13) 
𝜇 =  
(𝑙𝑛𝑥−𝑙𝑛𝑥0)
∆𝑡




          ...   (15) 
Iz rastne krivulje smo lahko določili tudi parametre gojenja in sicer maksimalno specifično 
hitrost rasti (μmax) in generacijski čas (tgen), ki ju v zaprtem sistemu določimo po zgornji 
enačbi. Maksimalna specifična hitrost rasti znaša 1,02 h-1, generacijski čas pa v tem 
primeru znaša 41 minut. Ob dodatku 2 % vcepka bakterij s koncentracijo 1∙109 CFU v 50 
mL smo torej lahko po 2h pričakovali, da se bodo bakterije namnožile do približno 1∙108. 
Zanimivo je tudi odstopanje meritev v začetku eksperimenta, ki ga opazimo na sliki 13 in 
sovpadajo s koncem faze prilagajanja, kot jo opazimo na sliki 14. Pričakovali bi namreč, 
da bodo vrednosti bolj linearne in ne bodo pretirano odstopale od linearne regresijske 
premice. Predvidevamo, da v prvih dveh urah del bakterijskih celic zaradi prilagajanja na 
razmere lizira, preostanek bakterij pa se uspešno prilagodi ima eksponentno rast. Kljub 
temu pa so za našo oceno podatki zadovoljivo linearni. 
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Slika 14: Gojenje E. coli. Spreminjanje OD (modro) in logaritem spreminjanja vrednosti (rdeče) po 
času. Točke na levi predstavljajo logaritemske vrednosti CFU na desni pa vrednosti OD, kot povprečje treh 
meritev dotičnega vzorčenja. Označene so posamezne faze rasti bakterije. 
4.1.2 Revitalizacija in vrednotenje bakteriofaga lambda 
Revitaliziranemu fagu iz liofilizirane kulture smo po centrifugiranju in filtriranju skozi 
0.45 µm filter določili titer z analizo PFU. Ta je znašal 1,3∙108 PFU/mL. Po enem mesecu 
smo v delovni banki fagov opazili bel sediment, ki je nakazoval na ostanke bakterijskih 
celic, zato smo fag ponovno filtrirali in shranili na ledu. Problem uporabe 0.45 µm filtra v 
primerjavi z 0.2 µm, ki nam je sicer omogočil večji izplen faga je v tem, da so lahko skozi 
filter prišle tudi bakterijske celice, in je kljub nizkim temperaturam shranjevanja lahko 
prišlo do mutacij založnega bakteriofaga. Kar pomeni, da so se majhnem deležu 
bakteriofagov iz zbirke med shranjevanjem spremenile nekatere ključne lastnosti, tako 
sčasoma, v mikrocentrifugirkah dobimo heterogeno populacijo bakteriofagov. Po 
revitalizaciji faga smo ga želeli šaržno gojiti skupaj s kulturo, da bi lahko določili njegove 
osnovne parametre in predvsem sposobnost razmnoževanja v bakterijski kulturi E. coli.  
Bakterijsko kulturo smo po 2,5 urah inokulirali z 2 % vcepkom (v/v) faga z 1,3∙108 
PFU/mL?. Po dveh urah in pol je viden velik padec (za 40 %) v OD, rezultat lize celic, ki 
je posledica litičnega delovanja faga na bakterijsko kulturo. 
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Slika 15: Vpliv delovanja bakteriofaga lambda na bakterijsko kulturo E. coli po času. Dve uri po 
inokulaciji kulture je že opaziti rahel padec v OD, po dveh urah in pol urah pa je padec že 40 %. Dodatek 
bakteriofaga je označen z večjo, rdečo točko. 
4.1.3 Vrednotenje vpliva temperature na rast bakteriofaga in bakterijske kulture 
Da bi preverili vpliv temperature na rast gostiteljske kulture in bakteriofaga λ v različnih 
temperaturnih obsegih smo izvedli serijo šaržnih eksperimentov pri različnih temperaturah, 
kjer smo za primerjavo E. coli K12 LE392 (DSM 4230), ter bakteriofagu λ, vzeli 
bakterijsko kulturo E. coli K12 MG1655 (DSM 18039) in litičen bakteriofag T4.  
Optimalna rastna temperature E. coli K12 LE392 (DSM 4230), ki smo jo uporabljali, kot 
gostiteljski organizem je pri 37°C (Henze, 2020), pri nižjih temperaturah je ta upočasnjena, 
če pa je temperatura previsoka bakterija začne proizvajati proteine toplotnega šoka ter 
globalne regulatorje, ki ji pomagajo pri prilagajanju na spremenjene pogoje okolja. 
Povišanje temperature pa prav tako vpliva na zmanjšano porabo glukoze, povečano 
prisotnost acetata in zmanjšan prirast bakterijskih celic (Hasan in Shimizu, 2008).  
Vzporedno smo pri dveh različnih temperaturah (21°C ter 42°C) gojili dve bakterijski 
kulturi E. coli K12 LE392 ter E. coli K12 MG1655 (DSM 18039) in posredno (preko 
merjenja OD) ter neposredno (štetje CFU na ploščah) spremljali rast bakterij in odziv na 
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Slika 16: Prikaz rasti E. coli K12 LE392 preko meritev OD po času pri različnih temperaturah ob 
dodatku bakteriofaga. Pri 21°C (modro) je rast počasnejša, hitrejša je pri 42°C (zeleno), pri slednji je 
potrebno upoštevati, da je vrednost OD ob začetku merjenja šestkrat višja, kot pri 21°C. Z rdečo točko je 
označen dodatek bakteriofaga λ. 
Iz podatkov na sliki 16 določimo maksimalno specifično hitrost rasti bakterije in 
generacijski čas po formulah 12 in 13. Opazimo, da je pri 42°C maksimalna specifična 
hitrost rasti večja, kot pri 21°C, prav tako je generacijski čas krajši pri višji temperaturi. 
Zanimivo je, da kljub dodatku bakteriofaga (označeno z rdečo točko) po 3 urah gojenja, 
opazimo rast bakterijskih celic še 3 ure in pol ter nato prenehanje naraščanja OD, kot 
posledica bakteriofagnega delovanja. Pričakovali bi, da bakteriofag hitreje učinkuje in je 
preklop iz lizogenega v litični cikel bolj opazen. Skladno s pričakovanji pa dodatek 
bakteriofaga vpliva na rast bakterijskih celic. Če maksimalno specifično hitrost primerjamo 
s številkami v začetnih eksperimentih, opazimo, da je po dodatku bakteriofaga maksimalna 
specifična hitrost rasti mnogo nižja od začetne (μmax= 1,282 h
-1). Preračuni so zbrani v 
preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Izračun maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije in generacijskega časa. 
T [°C] ∆t [h] k μmax  μmax [h-1] tgen [h] 
21 4,5 0,38 0,38 1,83 
42 2 0,49 0,49 1,41 
y = 0,3792x - 3,2059
R² = 0,9985
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Slika 17: Prikaz rasti bakterije E. coli K12 MG1655 preko meritev OD po času pri različnih 
temperaturah ob dodatku bakteriofaga. Pri 21°C (rdeče) je rast zelo počasna, generacijski čas znaša 20 ur. 
Vrednosti OD so linearne med celotnim eksperimentom. Rast pri 37°C (modro) in 42°C je hitrejša, 
generacijski čas pri nižji temperaturi znaša 52 minut, pri višji pa je nekoliko krajši in znaša 39 minut. Po 2 h 
se rast upočasni. Dodatek bakteriofaga T4 je označen z večjimi rdečimi točkami. 
Preglednica 3: Izračun maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije in generacijskega časa. 
T [°C] ∆t [h] k μmax μmax [h-1] tgen [h] 
21 4 0,03 0,03 20,39 
37 1 0,80 0,80 0,87 
42 1 1,08 1,08 0,65 
 
Na slikah 16 in 17 je jasno viden močan pozitiven vpliv (ordinata ima logaritemsko skalo) 
temperature na povečevanje biomase pri obeh sevih bakterij, pri 42°C oba seva bolje 
rasteta, kot pri 37°C. Vpliv dodatka bakteriofaga v sistem določa padec OD, ki je 
sorazmeren z rastjo. Kolikor večja bo začetna rast, toliko večji bo padec v številu prisotnih 
bakterij, ki bo sledil. Pričakujemo, da bodo ugodni pogoji rasti bakterij pogojevali ugodno 
rast bakteriofagov. Rast števila bakteriofagov T4 je predstavljena na sliki 18.  
 
Slika 18: Prikaz rasti bakteriofaga T4 po času od inokulacije z bakteriofagom. Levo: Pri nižjih 
temperaturah število bakteriofagov počasneje narašča (21°C (modro) in 37°C (rdeča)). Pri 42°C (zelena) je 
število novo nastalih bakteriofagov največje, kar vpliva tudi na padec naraščanja števila novo nastalih 
bakterij. Desno: Rast bakteriofagov po času, normalizirana glede na število bakterij. Opazno je, da pri 42°C 
y = 1,0745x - 2,6432
R² = 0,9456
y = 0,7973x - 2,4484
R² = 0,925
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3h od inokulacije število bakteriofagov eksponentno naraste, česar pri gojenju pri nižjih temperaturi nismo 
opazili. 
4.2 KONTINUIRNI SISTEMI - KEMOSTAT 
4.2.1 Vpliv soli v gojišču 
Da bi se preučili vpliv MgSO4 na rast bakterij med kontinuirnim gojenjem smo izvedli 
vzporedni eksperiment pri katerem smo v enega izmed sistemov dodali 5 mM MgSO4, v 
drugem pa smo gojili fage in bakterijsko kulturo brez dodatka soli na zgoraj opisan način. 
Na obeh sistemih je bila hitrost izpiranja gojišča 0,358 h-1. Rezultati sprotnega merjenja 
OD so kazali, da v primeru gojenja brez dodatka soli bakterije rastejo bolje, kot v sistemu v 
katerega je bil dodan MgSO4. Povprečna razlika v označenem delu je enaka 7,2 - kratniku 
standardne deviacije premic. Ugotovili smo, da MgSO4 inhibitorno deluje na rast 
bakterijske kulture. 
 
Slika 19: Razlika v OD po času zaradi vpliva MgSO4 na rast bakterijske kulture E. coli z (modro) in 
brez (rdeče) MgSO4. Na sliki sta prikazani tudi premici, ki ponazarjata povprečne vrednosti OD v 
primerjanem časovnem obdobju (Pri on line meritvah OD=60 predstavlja pribljižno 1∙108 mL-1 bakterij). 
4.2.2 Adsorpcijski eksperiment 
Izvedli smo več eksperimentov pri katerih smo spreminjali pretoke, prav tako pa smo 
poizkušali pridobiti ponovljive rezultate. V Preglednici 4 so zbrani podatki o 
eksperimentih. 
  
y = 1E-12x + 44,34
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Preglednica 4: Podatki o adsorpcijskih eksperimentih ter zbrani rezultati 
 MOI hitrost izpiranja (h-1) ka (ml/min) ka (ml/h) 
Eksperiment 2 1∙10-2 0,38 2,67∙10-9 1,60∙10-7 
Eksperiment 3 1,3∙10-1 0,36 7,47∙10-10 4,48∙10-8 
Eksperiment 4a 1∙10-2 0,38 2,28∙10-9 1,38∙10-7 
Eksperiment 4b 2∙10-3 0,14 7,93∙10-10 4,76∙10-8  
Bakterije so pri eksperimentu 2 v času dvanajstih ur dobivale hranila s povprečno hitrostjo 
0,384 h-1. Eksperimente smo izvajali, kot je opisano v poglavju 3.13.1. MOI v 
mikrocentrifugirki je znašal 0,01, kar pomeni, da je bil po en bakteriofag vezan na do 1 % 
bakterij, 99 % bakterij pa je ostalo neinficiranih (glej sliko 20). 
Preglednica 5: Izračun MOI (a) in Poissonove distribucija infekcij (b). Tabelarično so podane teoretične 
frekvence dogodkov za do 5 vzporednih infekcij.  
 
Slika 20: Grafični prikaz Poissonove distribucije (c) pri MOI 0,013. Prikazani so podatki za do dve 
vzporedni infekciji. 
Rezultati eksperimenta 2 so grafično prikazani na sliki 21. S pomočjo naklona linearne 
regresijske premice in enačbe 16, določimo adsorpcijsko konstanto bakteriofaga lambda, ki 
v podanem primeru znaša 2,67∙10-9 mL/ min-1 (1,60∙10-7 mL/ h-1). 
𝑘𝑎 = | 
−0,1602
6∗10^7
|         ...   (16) 
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Slika 21: Spreminjanje LN (PFU/mL) alikvotov po času. Slika prikazuje logaritemske vrednosti 
posameznega alikvota, ki je bil vzorčen med adsorpcijskim eksperimentom. Prikazana je tudi linearna 
regresijska premica in njena enačba. Iz naklona premice lahko izračunamo adsorpcijsko konstanto. 
Bakterije so v eksperimentu 3, dvanajst ur dobivale hranila s konstantno hitrostjo 0,356 h-1. 
Iz naklona linearne regresijske premice določimo adsorpcijsko konstanto bakteriofaga 
lambda, ki v podanem primeru znaša 7,47∙10-10 mL/ min-1 (4,48∙10-8 mL/ h-1). 
Pri eksperimentu 4 sta vzporedno potekala dva eksperimenta (a in b), kjer smo s pomočjo 
dveh črpalk dovajali v sistem gojišče z dvema različnima hitrostima izpiranja (0,382 h-1 ter 
0,144 h-1). V eksperimentu 4b je zmanjšanje pretoka vplivalo na povečano zadrževanje 
števila bakterij v sistemu, kar je vplivalo na padec MOI in prispevalo usmerjalo ravnovesje 
v smer litičnih sprememb. Konstanta absorpcije je bila v eksperimentu 4b 2,87-krat nižja, 
kot pri vzporednem eksperimentu, kjer je bil pretok hitrejši. Če bi ob ponovitvi 
eksperimenta dobili enake rezultate bi lahko sklepali, da je višji pretok ugodno vplival na 
rast.  
Če primerjamo rezultate posameznih eksperimentov, hitro opazimo, da meritve pridobljene 
pri eksperimentu 3 močno izstopajo, bodisi ko preverjamo vpliv MOI bodisi pretoka na 
konstanto adsorpcije (Slika 22), problem pri interpretaciji predstavlja nizko število 
ponovitev rezultatov, s katerimi bi ustrezno ovrednotili pridobljene rezultate. 



















Pevec P. Vpliv pogojev gojenja bakterij vrste Escherichia coli ... bakteriofagov z lizogenim ciklom.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Slika 22: Vpliv MOI in hitrosti izpiranja na ka. Levo: Vpliv MOI na konstanto adsorpcije. Opazimo, da s 
povečevanjem MOI narašča ka, a le do neke meje, ko prevlada negativen vpliv. Desno: Vpliv hitrosti 
izpiranja na konstanto adsorpcije. Povečevanje pretoka pozitivno vpliva na povečano ka, močno izstopajo 
rezultati eksperimenta 3 (krogec), kjer ob podobnih pretokih a nižjih MOI ob ponovitvi eksperimentov 
dobimo precej višje vrednosti ka. Legenda: eksperiment 2 (trikotnik), eksperiment 3 (krog), eksperiment 4a 
(kvadrat), eksperiment 4b (karo). 
Iz dobljenih rezultatov bi ob ponovitvah meritev lahko sklepali, da na adsorpcijo vpliva 
kombinacija dveh dejavnikov, količine hranil v procesu, ki jo reguliramo preko pretoka in 
močneje razmerje med bakteriofagi in bakterijami oziroma hitrostjo izpiranja bakterij iz 
sistema. Ob povečanju pretoka je v sistemu prisotnih več hranil, kar pozitivno vpliva na 
rast bakterij hkrati pa okolje z veliko hranili vpliva na litične procese (Oppenheim in sod., 
2005). Nasprotno počasnejši pretok pomeni manj hitro dostopnih hranil za bakterije, kar bi 
vplivalo na lizogenijo (Clokie in sod., 2018). Podaljša čas zadrževanja bakterij v sistemu 
pri eksperimentu 4b vpliva na znižanje MOI, ki vpliva na izbiro litičnega cikla, ka pa ima 
nizko vrednost. Glede na ostale rezultate je vrednost ka pri eksperimentu 3 že na prvi 
pogled odstopajoča, za določitev trendov in potrditev rezultatov pa bi bilo potrebno bi bilo 
izvesti dodatne meritve. 
4.2.3 Latentna perioda 
Eksperimente za določanje latentne periode smo izvedli, kot je opisano v 3.13.2. Pri 
eksperimentu 3 smo v sistem dovajali hranila s stalno hitrostjo izpiranja 0,356 mL h-1, MOI 
v sistemu pa je imel vrednost 0,1, teoretično je bilo z enim fagom okuženih 10 % celic 
(7,80∙106∙mL-1), dejanska izračunana vrednost pa je manjša (1,81∙104∙mL-1). Teoretično 
vrednost pridobimo s pomočjo Poissonove porazdelitve (f) (Cairns in sod., 2009; Mögling, 
b. d.), ki opiše verjetnost, da se pojavi določeno število dogodkov (m) v določenem 
časovnem obdobju, če se ti dogodki ponavljajo z znano pogostostjo in neodvisno od časa, 
ki je potekel od zadnjega dogodka (enačba 17). 




























hitrost  izpiranja [h-1]
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Dejansko število inficiranih celic pri eksperimentu predstavlja razlika med koncentracijo 
prostih fagov (I0) kontrolnega vzorca in začetne koncentracijo fagov v kontrolnih vzorcih 
vzorcih brez kloroforma (I). Izračunali smo ga po postopku, ki ga predlaga Kopinski (Jurač 
in sod., 2019) (Kropinski in Clokie, 2009), kjer za kontrolo fagov (Ik) uporabimo alikvot 
ob začetku latentnega eksperimenta, ki mu dodamo kloroform.  
št. inficiranih celiceksperiment 3= Ik – I        ...   (18) 
Velika razlika med eksperimentalno dobljenimi vrednostmi inficiranih celic in teoretičnimi 
vrednostmi je najverjetneje povezana z majhnim številom izvedenih eksperimentov in 
posledično majhno napovedno močjo pridobljenih podatkov.  
Vzorčenje smo v želji po opazovanju vzbrstitve fagov iz celic podaljšali. Tako smo z 
vzorčenjem ob začetku, ter nato po 5, 10 in 15 minutah, ter naprej z razmakom 15 minut do 
90 minut, lahko opazili narast števila fagov. Narast vrednosti po prvotnem padcu, ki ga 
natančno določimo z izračunanjem presečišča med naklonom premice prvotnega povečanja 
števila fagov in bazno linijo v vzorcih brez kloroforma, ta je viden pri eksperimentu 3 po 
26 minutah. Iz povprečnega števila fagov po vzbrstitvi, lahko preračunamo tudi brstno 
število, ki ga izračunamo z deljenjem povprečja fagov ob vzbrstitvi s številom inficiranih 
celic. Rezultati in preračuni so podani v preglednici 6 in sliki 23. 
Preglednica 6: Prodatki o eksperimentih (MOI, hitrost izpiranja) ter preračunani rezultati (št. 
Inficiranih celic, inkubacjska doba (L) in brstno število 










Eksperiment 1 1∙10-2 0,39 2,07∙104 7,95∙105 / / 
Eksperiment 3 1,3∙10-1 0,36 1,81∙104 7,31∙106 0,43 28,55 
Eksperiment 4a 1∙10-2 0,38 9,81∙103 7,95∙105 / / 
Eksperiment 4b 2∙10-3 0,14 1,66∙103 7,93∙105 0,51 35,14 
 
 
Slika 23: Grafični prikaz preračunavanja vrednosti iz eksperimentalnih podatkov ter grafični prikaz 
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vzbrstitvi (avg 2) ter enačbe premice (y=kx+n), lahko izračunamo brstno število in latentno periodo. Desno: 
Spreminjanje LN(PFU/mL) po času pri eksperimentu 3. Opaziti je povečanje v številu PFU zaradi na novo 
vzbrstenih bakteriofagov, ki se kasneje izperejo iz sistema. Pri našem eksperimentu smo opazili, da na eno 
bakterijo vzbrsti 29 bakteriofagov, podatek dobimo, ko spremembo v številu bakteriofagov (5,17∙105) delimo 
s številom inficiranih celic (1,81∙104). Latentno periodo dobimo z določitvijo presečišča med premico, ki 
določa narast in premico povprečja 1 (avg 1).  
Tudi pri eksperimentu 4b smo uspeli določiti latentno periodo in število novo nastalih 
brstov. Glede na meritev se je iz inficiranih bakterij se je po 31 minutah v povprečju 
sprostilo 35 novih bakteriofagov. Vsi pridobljeni izračuni latentnih period in brstnih števil 
zaradi majhnega števila ponovitev eksperimentov nimajo zadostne teže oziroma napovedne 
vrednosti za izpeljavo trdnih zaključkov. Padec, ki je na sliki 23 opazen pri 50 minutah je 
rezultat izpiranja fagov iz sistema. 
 
Slika 24: Spremimjanje LN(PFU/mL) po času pri eksperimentu 4b. Modra krivulja prikazuje povprečja 
alikvotov s kloroformom ob posameznem času, rdeča pa vzorčke brez kloroforma.  
Ob zadostni količini eksperimentov, ki bi potrjevali naše izračune, bi iz podatkov zbranih v 
preglednici 6 sklepali, da na adsorpcijo vpliva kombinacija dveh dejavnikov, tako količine 
hranil v procesu, kot razmerje med bakteriofagi in bakterijami oziroma hitrostjo izpiranja 
bakterij iz sistema, kot predlagajo tudi druge raziskave (Dodd in sod., 2005; Kourilsky in 
Gros, 1977; Malik in sod., 2017; Oppenheim in sod., 2005; Vohradsky, 2017). Kljub temu, 
da z razumevanjem genetskega ozadja procesov lizogenih bakteriofagov lahko razložimo 
izbiro cikla, se zavedamo, da bi pri izpeljevanju zaključkov oziroma postavljanju trditev iz 
naših dobljenih rezultatov naredili statistično napako 2. reda. V tem poglavju je napovedna 
moč analize zaradi majhnega števila izvedenih eksperimentov zelo majhna, kar pomeni, da 
bi zaradi variabilnosti težko in le z majhno gotovostjo podali zaključke. S tem namenom bi 
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5 SKLEPI 
Kot zaključek našega dela smo izpeljali sledeče sklepe. 
Sklep 1: V kontinuirnem enostopenjskem sistemu je mogoče za različne pogoje rastnih 
parametrov vzpostaviti stacionarno stanje kulture E. coli. 
Sklep 2: V kontinuirnem dvostopenjskem miniaturnem sistemu je mogoče vzpostaviti 
stacionarno stanje z bakterijo in izbranim lizogenim bakteriofagom. 
Sklep 3: S spreminjanjem pretoka v kontinuirnem dvostopenjskem miniaturnem sistemu 
glede na naše rezultate, ni mogoče reči, da usmerimo razvojni cikel bakteriofagov bodisi v 
lizogenijo ali v litični cikel. Temperatura ima na rast večji vpliv, kot regulacija pretoka. 
Izkazalo se je, da naše tretje hipoteze, da je s spreminjanjem pogojev v miniaturnem 
kontinuirnem sistemu lahko usmerimo razvojni cikel bakteriofagov λ bodisi v lizogenijo 
bodisi v litični cikel, zaradi majhnega števila ponovitev eksperimentov in različnih izidov 
pri le teh, ne moremo zagotovo sprejeti ali ovreči. Ugotovili smo, da ima spreminjanje 
temperature večji vpliv na rasti gostitelja, kot uravnavanje pretoka in posledično večji 
vpliv na rast bakteriofagov. Da bi dobili boljši uvid in točno ocenili vpliv in ustvarili 
zanesljiv model napovedi izida izbire razmnoževalnega cikla, bi bilo treba izvesti več 
dodatnih uspešnih ponovitev dosedanjih eksperimentov.  
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6  POVZETEK 
Med izdelavo magistrskega dela smo raziskovali bakteriofage, natančneje bakteriofag λ, 
saj se v bližnji prihodnosti, zaradi splošne razširjenosti bakterijske rezistence na 
antibiotike, obeta povečano število aplikacij bakteriofagov tako v zdravstvu, kot v 
industriji (Kuchment, 2012). Prizadevali smo si za večje razumevanje in poznavanje 
odnosov med bakteriofagom λ in njegovim gostiteljem, bakterijo E. coli. Bakteriofag λ je 
temperatni bakteriofag, kar pomeni, da lahko izbira med dvema različnima strategijama 
razmnoževanja, litičnim ter lizogenim ciklom. V času eksperimentov smo opazovali, kako 
se bakteriofag in njegov gostitelj prilagajata na spremembo količine hranil in temperature.  
Osnovne parametre gojenja smo najprej testirali šaržno. Okarakterizirali smo gostitelja, ob 
spreminjanju pogojev smo določili specifiko rasti kulture. Statistično in grafično smo 
analizirali podatke in določili optimalni čas za inokulacijo seva z bakteriofagom λ, 
identificirali smo rastne parametre gostitelja. Revitalizirali smo liofiliziran bakteriofag λ iz 
zbirke (DSM 4499), ki je po inokulaciji učinkovito liziral gostiteljsko bakterijo. Vpliv 
temperature na bakteriofag in gostitelja smo preverili s serijo šaržnih eksperimentov pri 
različnih temperaturah (21°C, 37°C in 42°C) in vzporedno za primerjavo testirali E. coli 
(DSM 18039) ter litični bakteriofag T4. Povišanje temperature je pozitivno vplivalo na rast 
bakterijskih kultur, rast bakteriofagov je bila sorazmerno pogojena z rastjo gostitelja, rast 
(μmax) je bila mnogo počasnejša, kot pri začetnih eksperimentih, kjer bakteriofag ni bil 
dodan v sistem. Iz šaržnih eksperimentov smo sklepali, da bo fitnes bakterij pogojeval rast 
in namnožitev bakteriofaga bolj, kot limitirajoči temperaturni pogoji. 
Za nadaljnje testiranje smo vzpostavili kontinuirni eno ter dvostopenjski miniaturni 
bioreaktorski sistem z bakterijo E. coli in lizogenim bakteriofagom, s čimer smo uspešno 
potrdili prvi dve hipotezi in nato izvedli več eksperimentov. Raziskovali smo mejno 
območje limitnega dejavnika, ki povzroči preklop med dvema cikloma. Limitacijo smo 
izvajali preko omejevanja pretoka hranil z regulacijo pretoka skozi sistem. Preverili smo 
vpliv MgSO4 na uspešnost rasti gostitelja in posledično bakteriofaga, pri čemer se je 
izkazalo, da prisotnost soli negativno vpliva na rast bakterij. Iz rezultatov sprotnega 
merjenja OD je bilo razvidno, da brez dodatka soli bakterije bolje rastejo v primerjavi s 
sistemom v katerem je bil dodan MgSO4. 
Ob zadostni ponovljivosti rezultatov bi iz adsorpcijskih eksperimentov lahko sklepali, da 
na adsorpcijo vpliva kombinacija dveh dejavnikov: količine hranil v procesu in razmerje 
med bakteriofagi in bakterijami oziroma hitrostjo izpiranja bakterij iz sistema, kot je 
razvidno tudi iz literature. Razumevanje dinamike odnosov med gostiteljem in 
bakteriofagom je ključno, če želimo osmisliti dobljene rezultate, a brez statistične 
verodostojnosti le s težavo izpeljujemo zaključke in potrjujemo hipoteze. Primerjava 
rezultatov eksperimentov merjenja latentne periode ter konstante adsorbcije bi bila 
nesmiselna, saj se zavedamo, da bi zaradi pomanjkanja zadostnega števila eksperimentov 
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pri tem naredili statistično napako 2. reda. Napovedna moč analize je zaradi majhnega 
števila izvedenih eksperimentov zelo majhna, kar pomeni, da bi zaradi variabilnosti težko 
in le z majhno gotovostjo podali zaključke. S tem namenom bi bilo potrebno izvesti še 
dodatne raziskave.  
Našo tretjo hipotezo, da je s spreminjanjem pogojev v miniaturnem kontinuirnem sistemu 
možno usmeriti razvojni cikel bakteriofagov λ bodisi v lizogenijo ali v litični cikel, zato 
težko sprejmemo ali ovržemo. Ugotovili smo, da ima spreminjanje temperature mnogo 
večji vpliv na rasti gostitelja, kot uravnavanje pretoka in posledično večji vpliv na rast 
bakteriofagov. Da bi dobili boljši uvid in točno ocenili vpliv in ustvarili zanesljiv model 
napovedi izida izbire med litičnim ali lizogenim stanjem, bi bilo treba izvesti še mnogo 
uspešnih ponovitev dosedanjih eksperimentov. Treba bi bilo izračunati minimalno število 
eksperimentov, na podlagi katerih lahko z zadostno gotovostjo vrednotimo rezultate. 
Zanimivo bi bilo raziskati tudi vpliv nekaterih ionov in aminokislin, na primer L-
triptofana, na adsorpcijo bakteriofagov. Kljub odsotnosti bazičnih raziskav na 
raziskovalnem področju smo v času raziskovalnega dela uspeli odgovoriti na kar nekaj 
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